














Antitumor activity of the combination of arsenic compound and tetrandrine 
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研究成果の概要（英文）：The effects of arsenic compounds (As) and tetrandrine (Tetra), alone or in 
combination, against human breast cancer tissue were conducted in order to develop new therapeutic 
strategies to combat breast cancer. Treatment with As combined with Tetra appeared to reduce the 
viability of cancer tissues, along with the downregulation of the secretion of IL-6 and IL-10, and 
upregulation of the secretion of IL-17A and TNF, respectively. Moreover, exposure of the combined 
treatment to different types of breast cancer cell lines (MDA-MB-231, MCF-7 and T-47D) resulted in 
proliferation inhibition, which appeared to be associated with cell death, cell cycle arrest and 
differentiation induction. These findings thus suggest that the combination can probably serve as 
promising candidates for the development of novel therapeutic approaches for different types of 
breast cancer. Further investigation into the effects of the combined regimen on patient-derived 














様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 









要な役割を果たす薬物トランスポーターである aquaporin 9（AQP9）、multidrug resistance-































 （２）Cytometric Bead Array（CBA アッセイ） 
  上記方法（１）の WST-1 アッセイの直前に、乳がん組織の培養上清を回収し、フローサイト
メーターおよび BD Cytometric Bead Array (CBA)キットを用いて、培養上清中における乳がん









 （４）MDA-MB-231 担がんマウスの作製および担がんマウスに対する両薬物の併用効果 
 5 週齢の BALB/c ヌードマウス（♀）を大学の動物施設に数日間に適応させた。1×107個 MDA-
MB-231細胞を0.1 ml生理食塩水に懸濁し、マウスの右腋窩に接種し、担がんマウスを作製した。
約 1週間後に腫瘍が明らかに確認された時点から、腹腔内に As2O3（2 mg/kg/day）および／また






 コンフルエントになった乳がん細胞をハーベストし、1×105 cells/ml に調製し、所定の培養
容器に一晩培養させた後、AsIIIと Tetra単独および併用で処理し、フローサイトメーター（FACS）
を用いて、細胞表面における乳腺上皮細胞の分化マーカーである ICAM-1 発現の変動を評価した。 
 
 （６）がん細胞と PBMCs 生存率、および PBMCs 中の制御性 T 細胞（Treg）量的変動の検討 
 XTT 法を用いて、AsIIIと Tetra 単独および併用で処理したがん細胞と PBMCs の生存率を評価し
た。また、薬物処理後の PBMCs 中の Treg 量的変動を FACS により検討した。 
 
 （７）細胞周期アッセイおよび Annexin V/PI アッセイ 
 AsIII と Tetra 単独および併用により処理された乳がん細胞をハーベストし、PBS で洗浄した
後、1% PFA/PBS を用いて 30 分間氷上で固定した。次いで、PBS で 2回洗浄した後、70%冷エタノ
ールで懸濁し、-20℃、4時間静置した。PBS で洗浄した後、0.25% Triton-X 100 で 5 分間氷上
にてインキュベーションした。次いで、PBS 洗浄後 Propidium Iodide (PI)/RNase/PBS で、暗所
室温で 30 分間インキュベーションした後、フローサイトメーターを用いて細胞周期の変動を測
定した。また、The TACS™ Annexin V-FITC キットを用いて、アポトーシスおよびネクローシス
誘導の有無について検討を行った。 
 
 （８）細胞障害性アッセイ（乳酸脱水素酵素 （LDH）活性） 
 AsIII と Tetra 単独および併用により処理された乳がん細胞の培養上清を回収し、LDH-細胞障
害性検出キットを用いて、下記の式に則って細胞障害性を測定した： 
 LDH leakage (%)=(Sup-NC)/(P-NCT)×100% 

























 （２）乳がん組織から分泌されるサイトカインに対するヒ素化合物（AsIII、As2S2）と Tetra の
影響 








 PDX 作製に先立って、腫瘍組織を BALB/c ヌードマウスに移植するための手技およびプロトコ















control (PBS 投与). As, AsIII）。 
 













でも MDA-MB-231 細胞の分化を誘導することが観察され、分化誘導に対する MDA-MB-231 の感受
性が一番高かったことが明らかとなった（図３：MDA-MB-231 における ICAM-1 の発現；*,P<0.05 
vs. control; #,P<0.05 vs. each alone. As, AsIII; ATRA, all-trans retinoic acid.）。 
 また、細胞の分化誘導に伴う ERK の活性化、および ERK インヒビターPD98059 が分化誘導を抑
制したことから、ERK が両薬物に誘導される乳がん細胞の分化にポジティブ的な働きをすること
が示唆された。興味深いことに、両薬物の投与を受けた担がんマウスから得られた腫瘍組織にお




#,P<0.05 vs. each alone. p-ERK, phosphorylated EEK; As, AsIII）。これらの知見から、乳が
ん細胞に対する分化誘導が、両薬物の抗腫瘍効果に寄与していることが明らかとなった。 
 
 （６）JNK とオートファジーがそれぞれ独立的に AsIII と Tetra に誘導される乳がん細胞の毒
性に関与する 
 これまでに、研究代表者は AsIIIと Tetra が





ために、MDA-MB-231 に加えて T47D に対する両
薬物の作用をさらに詳細に検討した。 
 両細胞ともに両薬物による相乗的な殺細胞
効果が観察されたが、T47D より MDA-MB-231 の
感受性がより高かった。また、MDA-MB-231 細
胞のみに両薬物による相乗的なアポトーシス
誘導が観察された（図５：*,p<0.05 vs. control; #,p<0.05 vs. each alone; As, AsIII; TAM, 
tamoxifen）。両薬物の処理によって、MDA-MB-231 細胞においてオートファジー、S-phase アレス
ト、アポトーシスおよびネクローシスの誘導に加え、MAPK (JNK, ERK と p-38)の活性化も観察さ
れた。興味深いことに、MAPKs インヒビターをそれぞれ共存させると、JNK inhibitor である
SP600125（SP600）のみが MDA-MB-231 細胞を保護するとともに（図６：*, p<0.01 vs. the 
combination; §, p<0.01, vs. AsIII; #, p<0.01, vs. Tetra.  As, AsIII; SP600 NC, SP600125 
negative control）、アポトーシスとネクローシスの誘導に影響を与えずに S-phase アレストだ
けを改善させた（図７：*, p<0.05, vs. control; #, p<0.05, vs. AsIII+Tetra.  As, AsIII; 
SP600 NC, SP600125 negative control）。同様に、オートファジーインヒビター（3-methyladenine 
(3-MA)と wortmannin）も S-phase アレストの改善および細胞の保護効果を有することが観察さ
れた。また、SP600125 の添加はオートファジーに影響を与えなかった。これらのことから、JNK





果を示すことが明らかとなった。MDA-MB-231 細胞に S-phase アレスト、細胞死誘導に加え、臨
床に達成可能な両薬物濃度による分化誘導も観察された。興味深いことに、MDA-MB-231 の分化
誘導をもたらした両薬物は、健常者由来 PBMCs に与える細胞毒性が限定的なものであった。 
 また、両薬物は乳がん組織から分泌されるサイトカインの量を調節し、がん細胞を取り巻く微
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